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促胰岛 β 细胞增生的黄酮类化合物的活体筛选
王冲1，2，林春雨1，2，吴志强1，李明玉2
( 1．中国海洋大学海洋生命学院，山东 青岛 266003; 2．厦门大学药学院，福建 厦门 361102)
摘要: 目的 利用斑马鱼为模型进行黄酮类药物筛选，以期发现促进胰岛 β 细胞增生的药物。方法 对生长 5
d 的斑马鱼胚胎进行黄酮类药物处理，并进行 β 细胞计数，筛选出能够促进 β 细胞数量增加的药物，并进一步分析
其促进 β 细胞增加是源自于已有 β 细胞的复制或前体细胞的分化。结果 淫羊藿素( Icaritin) 能够增加胰岛 β 细
胞的数量，并明显促进 β 细胞的复制。同时，我们发现有几个黄酮类化合物具有降血糖的作用。结论 淫羊藿素
能够明显促进 β 细胞的自我复制从而促进 β 细胞的增生。
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In vivo screening stimulators of pancreatic β－cell hyperplasia from flavonoids
WANG Chong1，2，LIN Chunyu1，2，WU Zhiqiang1，LI Mingyu2
( 1．College of Marine Life Sciences，Ocean University of China，Qingdao 266003，China;
2．School of Pharmaceutical Sciences，Xiamen University，Xiamen 361102，China)
Abstract: Objective To find compounds that stimulate pancreatic β－cell hyperplasia by using zebrafish model for
drug screening of flavonoids．Methods 5 d ( days post fertilization) zebrafish larvae were treated with flavonoids for 24
hours and the number of β－cell was counted to select the compounds that could increase its number．Further analysis of its
promotion of β－cell growth was derived from the replication of existing β－cell or the differentiation of precursor cells．Ｒe-
sults Icaritin can increase zebrafish β－cell number and the increase was contributed by β－cell self－proliferation．Moreo-
ver，we found that several flavonoids can decrease the glucose level of zebrafish larvae．Conclusion Icaritin can promote the
β－cell hyperplasia by stimulating its proliferation．























种医 药 学 功 能，如 降 压、降 糖、降 血 脂、抗 氧 化
等［9－12］，但具体的机理尚不清楚。
本文主要探究黄酮类药物的降糖功效与胰腺 β








用 β－细胞特异性表达 mCherry 的转基因斑马鱼 Tg
( －1．2ins: H2BmCherry) 为模型，进行黄酮类化合物
促 β－细胞增生的活性筛选。并通过指示 β－细胞复
制的模型 Tg［ins: mAG－zGeminin( 1 /100) ］［17］，以及





1．1 仪器 电子天平( 舜宇恒平仪器) ; 体式荧光显
微镜 Leica M165FC ( 莱卡公司) ; 正置荧光显微镜
AXIO IMAGEＲ AI ( 蔡司公司) ; 共聚焦显微镜 Zeiss
LSM5( 蔡司公司) 。
1．2 实验试剂 二甲基亚砜( DMSO，生工，批号:
D807BA001) ; 泼尼松龙( MCE ，批号: 50－24－8) ; 磷
酸 缓 冲 液 ( 10X PBS，BBI 生 命 科 技，批 号:
EB12FA0001) ; 羟 乙 基 哌 嗪 乙 硫 磺 酸 ( HEPES，
Thermo fisher，批号: 15630080) ; 多聚甲醛( PFA，生
工，批号: D606BA0003) ; 间氨基苯甲酸乙酯( Sigma
公司，批号: MKBX0252V) ; 黄酮类药物( 成都植标
化纯生物技术有限公司) ; Amplex Ｒed 试剂盒 ( In-
vitrogen A12222) 。
1．3 实验动物 野生型斑马鱼( AB) ; Tg( －1．2ins:
H2BmCherry) 转 基 因 斑 马 鱼; TgBAC ( neurod:
eGFP ) 转 基 因 斑 马 鱼; Tg［ins: mAG － zGeminin




饲养方法: 每天 3 次投喂颗粒饲料，早晚各喂养一次
丰年虫卵，并给予适宜的光照( 光照 ∶黑暗= 14 ∶ 10) 和
温度( 25 ℃ ) ，并利用碱泵和盐泵调节适宜的 pH( pH




精卵。将其放置在鱼卵培养箱中培养 5 ～ 6 d，培养
箱中的温度维持在 28．5 ℃，光照 ∶ 黑暗的时间比为
14 ∶ 10。在培养期间，每天都应更换新鲜的斑马鱼水
溶液，以维持斑马鱼生活环境的清洁。
2．2 斑 马 鱼 的 药 物 处 理 转 基 因 斑 马 鱼 Tg
( －1．2ins: H2BmCherry ) 、Tg［ins: mAG － zGeminin
( 1 /100) ］、TgBAC ( neurod: eGFP ) 产生的胚胎发育
至第 5 天，转移至 24 孔板中，将每一孔中加入 2 mL
的斑马鱼水溶液、10 条鱼和 2 μL 的药物( 终浓度为
10 μmol· L－1 ) ，并 处 理 24 h。药 物 处 理 时，以
DMSO 为空白对照组，以泼尼松龙( Prednisolone，10
μmol·L－1 ) 为阳性对照组。
2．3 斑马鱼的固定、胰岛 β 细胞的成像和计数 药





2．4 斑马鱼血糖含量的测定 利用 Amplex Ｒed 试
剂盒测定斑马鱼幼鱼的葡萄糖含量。每 10 条鱼匀
浆于 100 μL 的缓冲液中，然后利用离心的方法清除
匀浆。按照试剂盒的要求，每 10 μL 的上层清液就
等同于一条幼鱼，对每条鱼的血糖进行测量。室温
下孵育 30 min。然后通过酶标仪测量其荧光值，设
置的波长分别为: 激发光: 520 nm，发射光: 580 ～ 640
nm。药物处理时，以 DMSO 为空白对照组，以罗格
列酮( ＲGZ，10 μmol·L－1 ) 为阳性对照组。每一组
应做 3 个重复。
3 实验结果
3．1 黄酮类化合物对斑马鱼胰岛 β 细胞的增生作
用分析 我们选取了 11 种不同的黄酮类化合物，包
括脱水淫羊藿素、淫羊藿素、香叶木素、柳穿鱼黄素、
高黄芩素( 野黄芩素) 、甘草查尔酮 C、芫花素、羟基
芫花素、穗花杉双黄酮、洋艾素和银杏双黄酮。利用
Tg( －1．2ins: H2BmCherry) 斑马鱼胚胎，对这些化合
物进行筛选。结果发现，对照组的 β 细胞为( 32．67
±1．922) ，泼尼松龙作为阳性药物，也能够增加 β 细
胞的数量。而黄酮类化合物中，柳穿鱼黄素、脱水淫
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羊藿素、淫羊藿素、芫花素和银杏双黄酮与空白对照
DMSO 相比，能够增加红色胰岛 β 细胞的数量，分别
为( 37．60±1．951) 、( 37．53±1．786) 、( 45．00±2．714) 、
( 33．77 ±2．612) 和( 37．33±2．762) ( 见图 1 ～ 2) 。我
们选取高于 DMSO 组的化合物进行下一步分析。
A．空白对照; B．柳穿鱼黄素; C．脱水淫羊藿素; D．淫羊藿素; E．香
叶木素; F．高黄芩素( 野黄芩素) ; G．甘草查尔酮 C; H．芫花素; I．羟
基芫花素; J．穗花杉双酮; K．洋艾素; L．银杏双黄酮; M．阳性对照;
与空白对照组比较，＊＊P＜0．01
图 1 黄酮类化合物对斑马鱼胰岛 β 细胞增生作用的筛选
A．空白对照; B．柳穿鱼黄素; C．脱水淫羊藿素; D．淫羊藿素; E．
阳性对照
图 2 黄酮类化合物对斑马鱼胰岛 β细胞增生作用共聚焦拍摄图
3．2 黄酮类化合物对斑马鱼胰岛 β 细胞的复制作
用分析 由于胰岛 β 细胞的增生的来源之一为已
有的 β 细胞的复制。我们选取了 5 个促进 β 细胞
增生的黄酮类化合物，并利用指示 β－细胞复制的模
型 Tg［ins: mAG－zGeminin ( 1 /100) ］进行分析。在
该模型中，胰岛 β－细胞特异性表达 S /G2 /M 期的特
异性 蛋 白 Geminin，并 以 mAG ( monomeric Azami
green) －Geminin 融合蛋白的形式展现，经过复制的
细胞会表达绿色荧光［16］。药物处理 24 h 后，结果
发现，与空白对照组相比，淫羊藿素和阳性药泼尼松
龙能够促进绿色 β 细胞的复制，数量分别为: ( 2．750
±0．491 0) 和( 5．636±0．855 7) ，高于对照组的( 1．556
±0．242 2) ( 见图 3～4) 。
这些结果表明，在这些黄酮类药物中，柳穿鱼黄
A．空白对照; B．柳穿鱼黄素; C．脱水淫羊藿素; D．淫羊藿素; E．
香叶木素; F．高黄芩素( 野黄芩素) ; G．阳性对照; 与空白对照组
比较，* P＜0．05，＊＊＊P＜0．001
图 3 黄酮类化合物对斑马鱼胰岛 β 细胞复制的作用分析
A．空白对照; B．柳穿鱼黄素; C．脱水淫羊藿素; D．淫羊藿素; E．
阳性对照
图 4 黄酮类化合物对斑马鱼胰岛 β细胞复制的作用共聚焦拍摄图
素、脱水淫羊藿素、淫羊藿素、芫花素和银杏双黄酮
能够增加 β 细胞的数量。而淫羊藿素促进 β 细胞
的增加部分来源于 β 细胞自身的复制。
3．3 黄酮类化合物对斑马鱼胰岛 β 细胞的分化作
用分析 由于胰岛 β 细胞增生的另一来源为胰岛
前体细胞分化为成熟 β 细胞。我们选取了促进 5
个 β 细胞增生的黄酮类化合物，并利用指示 β－细胞
分化的模型 TgBAC( neurod: eGFP ) 进行分析。在该
模型中，neurod 是胰岛前体细胞的标记基因之一，来
源于前体细胞的新 β －细胞将表达 eGFP 绿色荧
光［18］。柳穿鱼黄素、脱水淫羊藿素、淫羊藿素、芫花
素和银杏双黄酮等药物对 TgBAC( neurod: eGFP ) 处
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理 24 h 后，我们统计了诱导分化的 β 细胞的数量。
结果发现，与空白对照组相比，柳穿鱼黄素能够促进
β 细胞的分化，数量分别为( 5．667±0．881 9) ，高于
对照组的( 3．000±0．577 4) ( 图 5～6) 。
A．空白对照; B．柳穿鱼黄素; C．脱水淫羊藿素; D．淫羊藿素; E．
香叶木素; F．高黄芩素( 野黄芩素) ; G．泼尼松龙
图 5 黄酮类化合物对斑马鱼 β 细胞分化作用的分析
A．空白对照; B．柳穿鱼黄素; C．脱水淫羊藿素; D．淫羊藿素; E．
香叶木素; F．高黄芩素( 野黄芩素) ; G．泼尼松龙






能够降 低 斑 马 鱼 的 血 糖，血 糖 值 分 别 为: ( 153． 5 ±
2．202)、( 171．2±12．25)、( 171．6±6．978) pmol，明显低于空
白对照组的( 288．1±22．58) pmol。这些结果说明，这几
种黄酮类药物具有降低血糖的作用( 见图 7)。
A．空白对照; B．柳穿鱼黄素; C．脱水淫羊藿素; D．淫羊藿













β － 细 胞 复 制 的 模 型 Tg ［ins: mAG － zGeminin
( 1 /100) ］和 指 示 β － 细 胞 分 化 的 模 型 TgBAC
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